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RESUMO: Cincoenta e duas amostras de saliva e células de cómea tomadas, paralelamente, 
em dias sucessivos, de oito cães experimentalmente infectados com o vírus da raiva, foram examinadas, 
respectivamente, pelas técnicas de inoculação intracerebral em camundongos e imunofluorescéncia 
direta aplicada a impressões de cómea (teste de cómea). O teste de cómea apresentou uma positi- 
vidade de 17/18 (94%) no período pré-clínico e de 33/34 (9 7%) durante a fase sintomática da doença, 
enquanto que as proporções de isolamentos de vírus a partir de saliva, para os mesmos períodos, 
foram, respectivamente de 10/18 (56%) e 3/34 (9%). Em todas as ocasiões em que foi isolado vírus 
da saliva, o teste de cómea correspondente apresentou resultado positivo. A ocorrência de um resulta­
do negativo ao teste de cómea não exclui a possibilidade de Infecção pelo vírus da raiva.
UNITERMOS: Raiva, cães*; Diagnótico “in vivo”*; Saliva*, Vírus, isolamento*.
INTRODUÇÃO
A despeito da existência de relatos de 
recuperação espontânea33,34, o conceito 
de invariável letalidade tradicionalmente 
admitido4’24, tom a a raiva uma das doen­
ças mais temidas pela humanidade.
A persistência na natureza ao  seu agen­
te causal é assegurada por diversos fatores 
entre os quais a multiplicação de hospe­
deiros36 e o mecanismo de transmissão 
por contágio direto favorecido pela elimi­
nação de vírus pela saliva3 1 , 41,47 asso­
ciado ao hábito de morder de algumas
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espécies de animais.
Não havendo recuisos para sustar 
a evolução fatal da doença uma vez decla­
rada, a medicina, no caso do hospedeiro 
humano emprega o tratamento pós-expo- 
sição que consiste na aplicação de prolon­
gado processo de imunização, de posolo­
gia variável com a gravidade das lesões 
deixadas pela exposição4,10,16.
A indicação deste tratamento en­
contra frequentemente sérias dificuldades, 
entre as quais incluem-se: o seu sucesso 
está estreitamente associado com o espaço 
de tempo decorrido entre a exposição e 
a sua instituição4,12,16,31; há considerável 
risco para o paciente devido à possibilidade 
de acidentes8' 13 >22 ’24 ’36143,47, e a incerteza 
sobre a condição infectante da saliva do 
animal mordedor por ocasição do aci­
dente47.
Apesar de estar comprovada a elimi­
nação do vírus da raiva pela saliva de animais 
infectados45,47, não são disponíveis na 
atualidade, recursos adequados para esta­
belecer com fidelidade o momento a partir 
do qual esta secreção toma-se infectante.
Os métodos tradicionalmente empre­
gados para o diagnóstico da raiva23, utili­
zam material proveniente do sistema ner­
voso central, usualmente, obtidos após 
a m orte31.
A descrição da reação de ímunofluo- 
rescência direta (RIFD) aplicada ao diag­
nóstico da raiva19, aliada ao conhecimento 
da patogenia do vírus, tem suscitado a 
pesquisa de procedimentos diagnósticos que 
utilizem materiais não provenientes do 
sistema nervoso central e consequentemente, 
passíveis de aplicação “in vivo” .
VALLONE e cols.46 em 1966, diag­
nosticaram a raiva “in vivo” pela RIFD 
aplicada ao sedimento da saliva de dois 
meninos acometidos pela doença.
SCHNEIDER39 em 1969, aplicou 
a RIFD em decalques tomados “in vivo” 
pela impressão de lâminas de microscopia 
sobre a córnea de camundongos experimen­
talmente infectados com o vírus da raiva.
SCHAAF e SCHAAL38 em 1971, 
relataram a pesquisa do vírus rábico, pela 
RIFD, em impressões realizadas “post 
mortem” sobre a mucosa nasal e oral de 
diversas espécies animais.
FUH e BLENDEN17 em 1971, des­
creveram em animais a técnica de biópsia, 
para o diagnóstico precoce da raiva, que 
aplica a RIFD em secção congeladas da 
pele, método cuja utilização tem sido 
posteriormente efetuada tanto em 
animais6’18,44 quanto ao homem7.
BAUER3 em 1975, apresentou a 
possibilidade do diagnóstico da raiva “in 
vivo” em cães e bovinos com sintomas 
da doença, através do exame da secreção 
nasal colhida com “swab” e tratada pela 
RIFD.
Dentre estes métodos destaca-se, pela 
facilidade de execução, o descrito por 
SCHNEIDER39 denominado teste de 
córnea. Ao descrever esta técnica o autor 
constatou, em camundongos, a existência 
de estreita relação entre o resultado obtido 
e a condição infectante das glândulas sali­
vares, tanto antes como após o aparecimento 
dos sintomas.
Caso este fato seja confirmado em 
outras espécies de animais, o método pode­
rá servir como indicar da presença de virus 
na saliva, por ocasião da exposição de 
seres humanos ao risco de infecção.
Embora encontre-se na literatura uma 
série de trabalhos relatando o emprego do 
teste de córnea em diversas espécies de 
animais1,2’5,20,21,26,27,29>32,37,38,48,49 no 
homem9,25,30,31 , bem como perspectivas 
para o aprimoramento de sua execução28, 
nenhum destes estudos procurou demons­
trar, em cães, a relação entre os resultados 
do teste de córnea “in vivo” e a condição 
infectante da saliva.
Deste modo, o presente trabalho 
teve como objetivo estudar a possibilidade 
de aplicação do teste de córnea para o 
diagnóstico “in vivo” da raiva em cães 
comparando os resultados obtidos com os 
do isolamento de virus da saliva por inocula­
ção intracerebral em camundongos.
A hipótese de nulidade estabelecida 
admitia igualdade entre as proporções de 
resultados positivos obtidos com 0 teste 
de córnea e exames de saliva realizados em 
paralelo.
O nível de significância adotado foi 
de 0,05.
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MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados oito cães sem raça defi­
nida, com idade compreendida entre 12 a 
24 meses, criados em condições de isola­
mento a partir do segundo mês de vida 
que vieram a sucumbir em decorrência 
da raiva contraída experimentalmente.
O sistema biológico empregado para 
o isolamento de vírus das amostras de 
saliva, titulação de vírus e confirmação 
do diagnóstico em materiais colhidos “post 
raortem” , foi constituído por camundongos 
?lbinos suiços, adultos jovens, com peso 
cariando entre 12 a 15 gramas, distribuídos 
em grupos de oito a dez indivíduos.
O vírus empregado para desafio, 
consistiu de uma suspensão a 20% (peso/ 
volume) de glândula salivar de cão natural­
mente infectado pelo vírus da raiva, previa­
mente identificado por prova de soro neu­
tralização. Esta suspensão foi adicionada 
a igual volume de glicerina neutra a 50%, 
agente conservador para o vírus rábico 
descrito por CÓRTES e NILSSON15 e 
foi distribuída em aliquotas de 1,0 milili­
tro às quais foram conservadas em conge­
lador à temperatura de -20°C. No mo­
mento da inoculação, acrescentou-se a 
cada alíquota igual volume de saliva de 
cão noimal, dèvido a presença de fator 
de difusão para o vírus rábico conforme 
OLIVEIRA e cols.35. O títu lo  infectante 
em camundongos, deste inóculo, obtido 
por ocasião da inoculação de cada grupo 
de cães, situou-se entre IO2,32 e 10 ,0 
DL5„/0,03 ml, com valor médio de 
IO2, DLso/0,03 ml.
O diluente empregado tanto no pre­
paro das suspensões de vírus, como no 
tratamento das amostras de saliva, consistiu 
de água destilada com 2% de soro equino 
normal (previamente inativado a 56°C 
por 30 minutos) e antibióticos, sendo 
1000 unidades internacionais de penici­
lina G potássica e 1,25 miligramas de sulfato 
de estreptomicina por m ililitro.
Com exceção do cão de número 6, 
os demais receberam cortisona, administra­
da por via sub-cutânea, na dose diária de
1,0 mililitro de acetato de delta hidrocorti- 
sona em suspensão a 25%, nos três dias 
que antecederam e por ocasião da inocula­
ção do vírus. O emprego desta droga teve 
finalidade de facilitar o estabelecimento 
da infecção experimental pelo vírus da 
raiva
A aplicação de vírus, nos cães, foi 
efetuada por via intramuscular, em uma 
dose de 5,0 mililitros conforme o seguinte 
esquema: 2,0 mililitros distribuídos em 
cinco pontos ao longo de uma linha imaginá­
ria situada entre as tuberosidades coxais,
2,0 mililitros em quatro pontos na região 
da cernelha e 0,5 mililitros entre as falanges 
de cada um dos membros posteriores.
Após a inoculação, os cães foram 
mantidos em observação em jaulas indivi­
duais e transcorrido um período de tempo 
que variou entre 10 e 18 dias, foram ini­
ciadas as colheitas diárias de amostras 
de saliva e células de córnea, as quais pro­
longaram-se até a morte do animal.
O início da fase clínica foi estabele­
cido com base na ocorrência das seguintes 
manifestações: inquietação, alterações no 
latido, tremores superficiais e modificações 
no equilíbrio, presentes em todos os casos.
As amostras de células de córnea 
foram obtidas através de impressões repe­
tidas tomadas em dois campos de cada 
uma de oito lâminas de microscopia, sendo 
quatro para cada olho. Uma vez obtidas, 
as lâminas foram fixadas por 24 horas 
em acetona a -20°C e a seguir mantidas 
dentro de caixas de madeira em tempera­
tura de congelação, até o momento do 
exame.
O exame das impressões de córnea 
foi efetuado pela técnica de imunofluo- 
rescência direta19 e os critérios de inter­
pretação foram aqueles descritos por 
SCHNEIDER39.
A saliva foi colhida em placa de Petri 
estéril, empregando metodologia descrita 
por CÔRTES e NILSSON14. Sempre 
que necessário, utilizou-se como recurso 
adicional para estítmulo da secreção salivar, 
a aplicação de cloridrato de pilocarpina à 
1,0% por via intramuscular na dose de 
0,5 à 1,0 mililitro por animal conforme 
preconizado por CLEMMER e cols. 11.
Cada amostra de saliva foi acrescen­
tada a igual volume de diluente, mantida 
à temperatura ambiente por 30 minutos 
e a seguir inoculada em camundongos
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por via intracerebrai, na dose de 0,03 mi­
lilitros por animal. Estes animais foram 
observados por um período de 21 dias 
e aqueles que morreram ou apresentaram 
sinais indicativos de raiva, a partir do ter­
ceiro dia após a inoculação, tiveram seus 
cérebros submetidos a confirmação do 
diagnóstico de raiva, através da reação 
de imunofluorescência direta19 e quando 
necessário, procedendo-se a sub-passagem 
em camundongos.
Após a morte, os cães foram necrop- 
siados, colhendo-se fragmentos de corno 
de Ammon, cerebelo e bulbo, bem como 
as glândulas salivares submandibulares. Os 
materiais provenientes de sistema nervoso 
central foram submetidos à reação de imu- 
nofluorescéncia direta19 e à técnica de 
inoculação em camundongos23, as glândulas 
salivares, somente foram examinadas por 
inoculação em camundongos.
RESULTADOS
Os resultados obtidos estão condensados 
nas Tabelas apresentadas a seguir.
Na Tabela 1, encontram-se os resulta­
dos dos exames de córnea e de saliva corres­
pondentes a cada um dos animais, segundo 
o momento da realização expresso em dias 
relativamente ao aparecimento dos sintomas 
clínicos.
Os dados desta Tabela mostram que, 
durante o período de execução do presente 
estudo, o teste de córnea apresentou resul­
tados positivos com maior freqüência e 
constância que o exame da saliva.
A análise estatística dos resultados 
foi realizada pelo teste de Mc Nemar, se­
gundo SIEGEL42.
Mesmo quando são considerados iso­
ladamente os resultados obtidos nos exames 
efetuados antes e após o aparecimento 
dos sintomas clínicos, persiste a superio­
ridade dos percentuais de positividade 
do teste de córnea se comparados àqueles 
obtidos com os exames de saliva.
Uma vez obtido um resultado posi­
tivo ao teste de córnea, esta condição per­
maneceu constante nos dias sucessivos 
ao passo que a presença de vírus na saliva, 
demonstrada nos exames realizados em 
paralelo, mostrou-se bastante irregular.
Em nenhuma oportunidade foi demons­
trada a presença de vírus na saliva de um 
animal sem que o teste de córnea corres­
pondente fosse igualmente positivo.
Embora através do teste de córnea 
o diagnóstico “in vivo” da raiva tenha sido 
efetivado em todos os animais, ao exame 
de saliva, cinco dos oito animais examinados 
não apresentaram vírus em momento algum 
do período de estudo.
Quando são consideradas todas as 
amostras examinadas verifica-se que os per­
centuais de resultados positivos foram bas­
tante distintos, sendo 96% para o teste 
de córnea e 25% para o exame de saliva.
Na Tabela 2, encontram-se os resul­
tados dos exames de laboratório segundo 
o tipo de material colhido durante o perío­
do de observação de cães experimentalmente 
infectados com o virus da raiva e a natu­
reza do resultado.
O exame desta Tabela indica que os 
37 resultados discordantes foram positivos 
para o teste de córnea e negativos ao exame 
de saliva.
T A B E LA  2. Exames de laboratório segundo o tipo de material colhido, durante o período de obser­
vação de cães experimentalmente infectados com o vírus da raiva e a natureza do resul­
tado — São Paulo, 1975.
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CÉ LU LA S  DE 
CÓ RN EA
S A L IV A
PO SIT IVO N EGAT IVO TO TA L
POSIT IVO 13 0 13
N EG AT IVO 37 2 39
TO TA L 50 2 52
A análise estatística destes valores 
pela técnica de MC NEMAR42, revelou 
para o X2 um valor de 35,02 que quando 
comparado ao valor crítico desta estatís­
tica para um grau de liberdade, ao nível 
de significância adotado de 0,05, mostra-se 
altamente significante e conduz à aceitação
da hipótese alternativa, segundo a qual a 
proporção de resultados positivos com o 
teste de córnea é significativamente maior 
que a de isolamentos de virus da saliva 
pela técnica de inoculação intracerebral em 
camundongos.
T A B E L A  3. Exames de laboratório segundo o tipo de material colhido, antes do estabelecimento 
dos sintomas clínicos de cães experimentalmente infectados pelo vírus da raiva e a 
natureza do resultado — São Paulo, 1978.
TA B E LA  4. Exames de laboratório segundo o tipo de material colhido, após o estabelecimento 
dos sintomas clínicos de cães experimentalmente infectados pelos vírus da raiva e a 
natureza do resultado — São Paulo, 1978.
As Tabelas 3 e 4 incluem isolada­
mente os resultados dos exames laborato­
riais segundo o tipo de material colhido, 
antes e após o estabelecimento dos sintomas 
clínicos de cães experimentalmente infecta­
dos pelo vírus da raiva e a natureza do 
resultado.
Adotando-se os mesmos princípios 
estatísticos, anteriormente referidos, foram 
encontrados os valores de X2 de 5,142 e 
28,03, respectivamente, para as Tabelas 
3 e 4, superiores portanto ao valor crítico
desta estatística para 1 grau de liberdade 
ao nível de significância de 0,05.
Portanto, os resultados observados 
tanto na fase pré-clínica como na fase 
sintomática conduzem a aceitação da hipó­
tese alternativa, segundo a qual a propor­
ção de resultados positivos com o teste 
de córnea é significativamente maior que 
a de isolamentos de vírus a partir da saliva 
pela técnica de inoculação intracerebral 
em camundongos.
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C É LU LA S  DE 
C Ó R N EA
S A L IV A
P O S IT IV O N E G A T IV O TO T A L
P O S IT IV O 10 0 10
N E G A T IV O 7 1 8
T O T A L 17 1 18
C É LU LA S  DE 
^ ^ » ^ C Ô R N E A
S A L IV A
P O S IT IV O N E G A T IV O TO T A L
P O S IT IV O 3 0 3
N E G A T IV O 30 1 31
T O T A L 33 1 34
TABELA 5. Período de incubação, duração da fase clínica e resultados dos exames efetuados, segun­
do o animal e material colhido"post mortenr , com cães experimentalmente infectados 















Células de Córnea 
RIFDRIFD INO
6 17 4 P P N P
10 18 2 P P N NR
11 16 3 P P N P
12 16 7 , P P N P
13 16 6 P P N NR
16 10 3 S P N P
17 11 3 S P N
19 12 6 P P P NR
NR -  Não realizado
S — Suspeito 
P — Positivo 
N — Negativo
A Tabela 5 apresenta os períodos 
de incubação, duração da fase clínica e os 
resultados dos exames efetuados nos ma­
teriais colhidos “post m ortem ”.
Observando-se a Tabela 5 constata-se 
que os períodos de incubação variaram entre 
10 e 18 dias e a duração da fase clínica 
da doença foi de dois a sete dias.
Apenas o animal de número 19 apre­
sentou vírus nas glândulas salivares, embora 
não tenha sido possível o isolamento de ví­
rus da saliva, deste animal, nas colheitas 
realizadas “in vivo” ; por outro lado, nos 
animais de número 10, 12 e 13, que apre­
sentaram vírus na saliva “in vivo” , não 
foi possível o isolamento de vírus nas glân­
dulas salivares pela técnica de inoculação 
intracerebral em camundongos.
DISCUSSÃO
Os resultados obtidos no presente estudo, 
realçam alguns aspectos cuja discussão 
se impõe.
R IF D  — Reação de Imunofluores- 
cência direta 
IN O  — Inoculação em 
camundongos
Nas condições empregadas neste expe­
rimento, o teste de córnea, quando reali­
zado segundo os princípios estabelecidos 
por SCHNEIDER39, mostrou-se um instru­
mento de valor para o diagnóstico “in vivo” 
da raiva em cães.
Realmente os elementos da Tabela
1 mostram que, por ocasião do aparecimento 
dos sintomas clínicos, sete dos oito animais 
examinados (87,5%) apresentaram teste de 
córnea positivo, nos exames subsequentes 
todos os animais (100%) foram positivos 
por esta técnica.
Uma vez positivo o teste de córnea 
assim se manteve, nos exames realizados 
posteriormente, até a morte do animal. 
Esta característica pode ser constatada 
mesmo nas impressões de córnea colhidas 
na fase pré-clínica da doença, condição 
altamente relevante, quando se tem por 
objetivo o diagnóstico “in vivo” da raiva 
em cães.
Um resultado falso negativo para o 
teste de córnea foi verificado com o exame 
do material colhido do animal de número 6.
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por ocasião do início da sintomatologia 
clínica. Caso semelhante é referido, em 
camundongos, por SCHNEIDER39, quando 
dois de 42 animais foram positivos ao 
teste de córnea somente a partir do segundo 
dia da fase clínica da doença.
A ocorrência deste resultado falso 
negativo está de acordo com LARGH1 e 
cols.29 e ZIMMERMANN49, quando afir­
mam que resultados negativos obtidos por 
este procedimento, não excluem a possibi­
lidade de raiva.
Os dados da Tabela 1 ainda mostram 
que o exame da saliva, pela inoculação 
intracerebral em camundongos revelou-se 
pouco eficiente como recurso diagnóstico 
da raiva em cães, nas condições aqui utili­
zadas.
Apenas 12,5% dos oito animais exa­
minados apresentou vírus na saliva por 
ocasião do estabelecimento dos sintomas 
e nos dias subsequentes os valores obser­
vados foram 1/8; 0/7; 1/4; 0/3 e 0/1, 
respectivamente.
Deve ainda ser ressaltada a marcante 
flutuação verificada nos exames de saliva 
de um mesmo animal realizados em dife­
rentes oportunidades e a alta freqüência 
de resultados falso negativos obtida 5/8 
(62,5%). Efetivamente os animais de nú­
meros 6, 11, 16, 17 e 19, em nenhuma 
ocasião revelaram a presença de vírus na 
saliva, com a técnica empregada. Valores 
semelhantes são referidos por VAUGHN47 
que, empregando o mesmo sistema de iso­
lamento de vírus, encontrou em 54 cães 
experimentalmente infectados com o vírus 
da raiva, 52% de resultados falso negativos, 
ou seja 28 cães não apresentaram vírus 
na saliva em nenhuma ocasião.
O menor número de isolamentos 
de vírus em amostras de saliva colhidas 
durante a fase clínica de doença (9%), 
quando comparado àquele obtido das 
amostras tomadas antes do aparecimento 
dos sintomas (56%), está de acordo com 
SHASHENTCO e K.0VALEV41, que tra­
balhando com diversas espécies de animais 
experimentalmente infectados com o vírus 
da raiva (inclusive cães) encontraram vírus 
em amostras de saliva obtidas antes do 
aparecimento de sintomas, mas todas as 
amostras colhidas durante a fase clínica,
foram não infectantes.
Considerando-se os resultados dos 
exames de córnea e de saliva realizados 
em amostras colhidas em paralelo, venti- 
ca-se que o teste de córnea apresentou 
uma maior freqüência e constância de resul­
tados positivos do que a técnica de isola­
mento de vírus na saliva por inoculação 
intracerebral em camundongos.
A análise estatística dos dados da 
Tabela 2 revelou que, nas condições do 
presente estudo, a proporção de resulta­
dos positivos com o teste de córnea foi 
significativamente maior que a de isola­
mentos de virus da saliva pela inoculação 
intracerebral em camundongos.
A observação desta Tabela ainda 
revela que em nenhuma oportunidade 
foi demonstrada a presença de vírus na 
saliva de um animal sem que o teste de 
córnea, realizado em paralelo, fosse tam­
bém positivo.
Tal condição não está de acordo 
com CÔRTE e NILSSON15 e NILSSON 
e CÔRTES34 que ao descreverem, respec­
tivamente, três casos de raiva abortiva e 
um caso de recuperação espontânea, em 
cães, infectados experimentalmente com 
vírus originário de morcego, encontraram 
resultados negativos ao teste de córnea, 
quando a saliva foi positiva pela inocula­
ção em camundongos lactentes; no entanto 
os casos descritos corresponderam a situa­
ções bastante raras e os autores sugeriram 
a possível influência da amostra de vírus 
empregada.
Deve também ser salientado que o 
tratamento prévio com cortisona dos cães 
de números 10, 11, 12, 13, 16, 17 e 1* 
possa de alguma forma ter interferido 
com a patogenia da doença.
Mesmo quando são considerados iso­
ladamente os resultados obtidos nos exames 
de materiais colhidos na fase pré-clínica 
ou na fase sintomática (Tabelas 3 e 4) 
persiste a condição de superioridade do 
teste de córnea, segundo a qual a propor­
ção de resultados positivos por este método 
é significativamente maior que a de iso­
lamentos de vírus da saliva pela inoculação 
em camundongos.
Os resultados apresentados na Tabela 
5 mostram que dos oito animais estudados,
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nas glandulas salivares, embora não tenha 
sido possível isolar-se vírus “in vivo” da 
saliva deste animal. Por outro lado resul­
taram negativas as tentativas de isolamento 
de vírus das glândulas salivares de trés 
outros animais (10, 12 e 13) que haviam 
eliminado “in vivo” vírus pela saliva. Casos 
semelhantes são referidos por SCHNEI- 
DER40, aonde entre as explicações aventadas
a vida a partir de outras estruturas que 
não as glândulas salivares, tais como as 
membranas mucosas oro nasais
Embora as conclusões obtidas neste 
experimento, limitem-se às condições aqui 
empregadas, os resultados indicam que 
maiores estudos devam ser realizados relati­
vamente ao uso do teste de córnea para o 
diagnóstico “in vivo” da raiva em cães.
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Rabies diagnosis during life, in experimentally infected dogs. Use o f  the Cornea test and 
virus detection by intracerebral inoculation o f saliva in mice. Rev. Fac. Med. vet. Zootec. 
Univ. S. Paulo, 15 (1):075-086, 1978
SUMMARY: The direct fluorescent antibody test for rabies on comeal impression smears 
(cornea test) and virus assay in saliva by intracerebral mice inoculation were carried out on eight 
dogs, which developed typical rabies after experimental infection with street virus. Fifty-two samples 
o f saliva and cornea cells were examined and the proportion o f  Dositive results to the cornea test was 
17/18 (94%) during the incubation period and 33/34 (97%) at the clinical phase o f  the disease, while, 
virus detection in saliva, was 10/18 (56%) and 3/34 (9%), respectivelly to the same disease phases. 
None o f  the rabies-infected dogs, with a negative cornea test, with or without symptoms, revealed 
virus in their correspondent saliva sample. A negative cornea test result do not necessarily indicate 
freedom from infection.
UNITERMS: Rabies, dogs*; Diagnosis during life*; Saliva*; Virus*.
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